歯痛に対する交感神経の末梢修飾機序の解明―とくに疼痛制御への応用― by 笹野  高嗣
歯痛に対する交感神経の末梢修飾機序の解明―とく
に疼痛制御への応用―
著者 笹野  高嗣
URL http://hdl.handle.net/10097/39819
歯痛に対する交感神経の末梢修飾機序の解明
－とくに痔痛制御への応用－
研究課題番号　　17591984
平成17年度～平成19年度科学研究費補助金
（基盤（C））
研究成果報告書
平成20年3月
研究代表者　笹野高嗣
（東北大学大学院歯学研究科教授）
「号㌔
■■1・こ■・
」、‾
ヽ，　1
t写し
二三三
‾　　　つ
はしがき
交感神経が痛みの発生・維持に重要な役割を演じていることは古くから知られ
ており、その末梢修飾機序として交感神経の血管収縮作用に基づく痛みの悪循
環説（痛み→交感神経興奮→血管収縮→血流低下→組織障害→痛み）が有力視
されていた。近年、交感神経と痛覚線経の間の相互作用（cross talk）が皮膚
領域で明らかとなった。すなわち、痛覚線経は正常では交感神経刺激やノルア
ドレナリン局所投与に対して反応しないが、受容野に神経損傷や炎症が起こる
と反応するようになること、また、この反応は交感神経受容体（α2）阻害薬の
前投与によって消失することが報告された。痛みが増強されるメカニズムとし
ては、交感神経の興奮が末梢レベルや脊髄神経節内での異常連絡を形成し、痛
覚線経を興奮させると考えられているが、確実な証明には至っていない。歯痛
は日常の歯科臨床において最も頻繁にみられる症状であるが、この痛みに交感
神経が関与するかどうかは現在のところ不明である。しかしながら、歯痛は気
圧、血圧、情動に左右されることから交感神経依存性痔痛と類似性が認められ
ること、また、特発性歯痛が交感神経依存性疾病の範疇に含まれる可能性を示
唆する報告があることなどから、歯痛に対する交感神経の末梢修飾機序が存在
する可能性は大きい。そこで本研究では、歯痛の最大の原因となる歯髄をター
ゲットとし、歯髄炎が生じた場合の痛覚緑経と交感神経の相互作用に焦点を絞
って研究を進めた。具体的には、WGA－HRP順行性標識法を用いて炎症巣に交感神
経が発芽するかどうかについて正確かつ詳細に検索した。本研究で用いた
WGA－HRP順行性標識法は、神経の軸索流を利用する神経回路標識法であり、この
方法を用いて歯髄の交感神経を特異的選択的に同定した研究は未だ世界に類を
みない新たな手法である。
得られた結果は下記の通りであり、神経生理学的に権威のある国際誌に掲載さ
れた。
1．正常歯髄において、①交感神経終末の分布は三叉神経終末と比較し非常に
少ないこと、②交感神経の神経終末は象牙芽細胞体に近接して存在すること、
③象牙細管内の象牙芽細胞突起には交感神経の神経終末は存在しないことが
示された。
2．裔洞形成により惹起された歯髄炎において、交感神経終末は正常歯髄群に
比べて有意に増加していた。
以上の結果から、歯髄炎において交感神経が発芽することが明らかとなり、
この発芽は痛みを修飾している可能性が示唆された。本研究は、文部科学省科
学研究費補助金により遂行された。科学研究費補助に対して深く感謝申し上げ
る次第である。
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研究の概要
【対象および方法】
本研究は東北大学医学部動物実験倫理委員会により承認が得られたプロトコ
ールに基づいて動物の飼育および実験を行った。実験動物として体重300～400g
の成熟オス、ウイスター系ラット14匹を用いた。裔洞形成を行った7匹を炎症
歯髄群とし、裔洞形成を行わなかった7匹を正常歯髄群とした。全ての動物は
実験期間中、室温24℃、規則的な明暗サイクル（8時点灯、20時消灯）のもと
で飼育し、ラット用固形飼料ラボMRストック（船橋農場、千葉）と脱イオン水
を自由に摂取させた。
1）裔洞形成
ラットを7日間飼育し、エーテルにより鎮静後、ネンブタール（1．Oml／Kg）
を腹腔内に注入した。麻酔導入後、上顎左側第一臼歯近心境頭にNo．1／2ラウ
ンドバーを用いて喫頭が無くなるまで裔洞を形成した。
2）WGA－HRP注入
ラット臼歯裔洞形成後18日目、裔洞形成時と同様の方法で麻酔を行い、麻
酔導入後、左側上頸神経節の末梢側1／2に対して1M塩化カリウム水溶液に溶
解した5％WGA－HRP（Wheatrgernagglutininhorseradishperoxidase，ToYObo
Co．，Japan）を3mL、ガラス毛細管（先端内径40～50上∠m）を繋げたマイクロ
シリンジ（Microliter syringe701N，Hamiltomn，Switzerland）を用いて約
15分間かけて注入した。5％WGA－HRP注入前には必ず、電気刺激装置（Model
SEN－1203：NihonKoden，Japan）を用いて、銀電極にて左側上頸神経節を2ms、
10Hz、30Vのパルスで10秒間電気刺激し、動脈圧の上昇、舌尖左側部の血流
の減少および眼輪筋の開きにて上頸神経節の位置を確認した。なお、動脈圧は
血圧測定ラインとして左側大腿動脈にカテーテルを留置し、圧トランスデュー
サーを用い、血流は反射型レーザードプラr血流計（LDF；ALF21R，Advance，
Japan）を用いて持続的にモニターした（Fig．1）。
3）潜流固定
ラット臼歯裔洞形成後21日目（WGA－HRPを注入72時間後）、宿洞形成時と
同様の方法で麻酔を行い、麻酔導入後、腹部大動脈を結致した。ヘパリンを加
えた0．1Mリン酸緩衝液（PB）150mL（37～40℃，PH7．4）を左心室より流し
脱血を行い、次いで0．1M PBで溶かした4％パラホルムアルデヒド（4℃）
400～500mLを用いて濯流固定を行った。
4）光顕観察
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港流固定したラットから左側上顎臼歯部を顎骨ごと取り出し、4％パラホル
ムアルデヒド水溶液に3時間浸漬固定した。その後、4％スクロースを加えた
7．5％EDTA溶液（4℃，PH7．4）にて3日間脱灰を行い、10％スクロースを含
む0．1M PBに1晩および20％スクロースを含む0．1M PBに1日浸潰した。
5％CMCコンパウンド（Finetec Co．，Japan）に包埋後、－80℃にて凍結ブ
ロックを作製し、粘着フイルム法1日2）により厚さ30上上mの切片を凍結ミクロ
トーム（CM3050S，LeicaMicrosystems，Germany）を用いて作製した。作製し
た切片をTMB／タングステン酸法13）
（TMB：3，3’，5，5’一Tetramethylbenzidine，Merck，Germany）を用いて染色し、
暗視野照明法にて光顕観察（LeicaDMR，LeicaMicrosystems，Germany）を行っ
た。さらに暗視野観察の後、同切片をHE染色し同様に光顕観察を行った。
5）電顕観察
港流固定したラットから左側上顎白歯部を顎骨ごと取り出し、4％パラホル
ムアルデヒド水溶液と1％グルタールアルデヒドの混合液に3時間浸漬固定
した。その後、4％スクロースを加えた7．5％EDTA溶液（4℃，Pli7．4）にて
3日間脱灰を行い、10％スクロースを含む0．1M PBに1晩および20％スクロ
ースを含む0．1M PBに1日浸漬した。
光顕観察時の切片作製法と同様の方法で厚さ16′上mの切片を作製し、TMB／
タングステン酸法13）にて染色した。次に、エポキシ樹脂倒立包埋法にて包埋
し、ウルトラミクロトーム（Ultracut E，ReichertJung，Germany）を用いて
厚さ90nmの超薄切片を作製した。その後、超薄切片に鉛染色を施し、透過型
電子顕微鏡（H－7600，Hitachi，Japan）を用いて加速電圧80kVにて観察を行った。
【結果】
（光顕観察）
正常歯髄群：
HE所見）冠部歯髄において、それぞれの髄角部には二次象牙質の形成が若干認
められ、その直下には、象牙芽細胞が比較的整然と柵状に配列していた（Fig．2A）。
暗視野所見）WGA－HRP反応物は小さな点状物として観察された。このWGA－HRP反
応物は、主に二次象牙質形成部直下の歯髄表層にごくわずかに分布しているの
が認められたが、歯髄中央部には殆どみられなかった（Fig．ZB）。
炎症歯髄群：
HE所見）宿洞形成を行った喫頭の冠部歯髄において、裔洞形成部直下の髄角部
に修復象牙質の形成が認められた。その直下の象牙芽細胞は正常歯髄と比較し、
柵状配列は乱れて雑然としていた（Fig．2C）。
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暗視野所見）WGA－HRP反応物は、主に修復象牙質形成部直下の歯髄表層に分布し、
その分布の数は正常歯髄群に比べて明らかに増加していた。歯髄中央部には、
正常歯髄群と同様に、殆どみられなかった（Fig．2D）。
（竜顕観察）
正常歯髄群：光顕観察にて耶A－HRP反応物が認められた二次象牙質形成部直下
の歯髄表層部を電顕にて観察した結果、光顕所見と同様に、象牙芽細胞層にお
いて象牙芽細胞は柵状に整然と配列していた。交感神経の神経終末を示す
WGA－HRP反応物は電子密度の高い塊状物として観察され、この反応物は象牙芽細
胞層および象牙芽細胞層直下に散在していた。象牙芽細胞層において、WGA一打RP
反応物の大部分は象牙芽細胞体と近接していたが、1つの象牙芽細胞に複数の
WGA－HRp反応物の塊が観察されることは殆どなかった（Fig．3A）。象牙芽細胞層
では無髄神経のみ観察され、有髄神経は認められなかった。象牙芽細胞層直下
では有髄神経および無髄神経の両者が観察され、無髄神経終末の一部には
WGA－HRP反応物が認められる場合があったが（Fig．3B）、有髄神経には耶A－KRP
反応物は観察されなかった（Fig．3C）。象牙質および象牙前質の象牙細管内にお
いては、象牙芽細胞突起に近接して無髄神経終末が認められたがWGA－HRP反応
物は観察されなかった（Fig．3D）。
炎症歯髄群：正常歯髄と同様に、WGA－mP反応物が認められた裔洞形成部直下の
修復象牙質形成部の象牙前質および象牙芽細胞層を観察した。正常歯髄と比較
し、修復象牙質直下の象牙芽細胞層において象牙芽細胞の配列は乱れており、
この部位ではWGA－HRP反応物が多数認められた（Fig．4A）。WGA－HRP反応物と象
牙芽細胞は互いに近接しており、正常歯髄とは異なり、WGA－HRP反応物が数個か
たまって観察される場合が多く見られた（Fig．4B）。象牙芽細胞層では正常歯髄
と同様に無髄神経のみ観察され、有髄神経は認められなかった。また、修復象
牙質形成により周囲を象牙前質に囲まれた象牙芽細胞が多くみられ、その象牙
芽細胞に近接してWGA－HRP反応物が観察された（Fig．4C，D）。WGA－HRP反応物は
正常歯髄と同様に、象牙細管内の象牙芽細胞突起には認められなかった。
【考嚢】
交感神経は心臓、平滑筋、内分泌腺などの機能を調節する自律神経であり、生
体の恒常性を保つ上で重要な役割を果たしている。一方、交感神経は痛みと密
接な関係があり、末梢において痛みを修飾することが知られている。即ち、①
四肢切断によって形成された神経腰にアドレナリンを作用させると痛みが誘発
されること14）、②帯状癌疹後神経痛雁患部へカテコールアミンを作用させると
痛みが発現すること15）、③カウザルギー患者の確患部を支配する交感神経を電
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気刺激すると痛みが増強されること16）等が報告されている。交感神経によって
修飾される痛みは交感神経依存性痔痛と呼ばれ4）、そのメカニズムの説明として、
感覚神経が損傷されると交感神経が発芽し、交感神経と感覚神経の間に異常連
絡が出現することが報告されているト3）。歯痛においても、特発性歯痛は交感神
経依存性痺痛の範晴に含まれる可能性が示唆されており5・6）、さらに、歯髄炎に
よる歯髄め痛みも交感神経依存性疾病と類似性が認められる。即ち、交感神経
依存性痺痛は気圧などの環境変化によって誘発されるが、歯髄の痛みも同様に
気圧などの環境変化によって発現、修飾されることがある。しかしながら、歯
髄の痛みと交感神経依存性痺痛との関連を示す報告はみあたらない。そこで、
本研究では歯髄炎における交感神経による痛みの修飾機序の存在を明らかにす
ることを目的とし、その第一段階として、正常歯髄および炎症歯髄における交
感神経終末の分布、動態についてWGA－HRP順行性標識法を用いて検索した。
歯髄における交感神経終末の分布について
WGA－HRP順行性標識法は神経の軸索流を利用する神経回路標識法であり、神経
の中枢側よりトレーサーとしてWGA－HRPを注入し、末梢側である神経終末を標
識する方法である。神経回路標識法を用いて神経節と歯髄との関係を検索した
報告としては、三叉神経節にWGA－HRPを注入し歯髄を観察したもの】7）、歯髄に
WGA－HRPおよびHRPを注入し三叉神経節を観察したもの柑）、歯髄にHRPを注入し
上頚神経節を観察したもの19）、歯髄にFluoro－Goldを注入し上頸神経節を観察
したもの20）がある。しかしながら、これまでに上頸神経節から順行性標識法を
用いて歯髄の交感神経を観察した報告はみあたらない。従来、神経の分布を検
索する方法としては神経伝達物質を組織化学的に染色する間接的な方法が主に
用いられている。交感神経の分布の検索においては、交感神経の神経伝達物質
であるニューロペプチドY（NPY）を免疫組織化学的に染色する方法が用いられ
ている7▲2ト23）。しかしながら、神経伝達物質は直接には末梢神経を特定し得ない
ため、その特異性の問題が懸念される。一方、順行性標識法は当該神経の末梢
における分布、動態を特異的に直接観察できる確実な方法であることから、本
研究では上頸神経節にWGA－HRPを注入し、歯髄における交感神経の分布につい
て検索した。また、切片作製時に粘着フイルム法Llr12）を用いることにより、EDTA
による脱灰時間を短縮することが可能となり、WGA－HRPの酵素活性に対する影響
を最小限に抑えた。
Ibukiら川は、歯髄における三叉神経の神経終末の分布について本研究と同
様にWGA－HRP順行性標識法を用いて検索している。その結果、三叉神経は上顎
白歯歯髄内に多数分布しており、神経終末のいくつかは象牙質および象牙前質
に存在する象牙細管内の象牙芽細胞突起に達していると報告している。一万、
本研究結果から、上顎臼歯歯髄内に分布する交感神経は三叉神経と比較し非常
にわずかであること、また、交感神経の神経終末は象牙芽細胞に近接して認め
られるが、象牙細管内の象牙芽細胞突起に存在する無髄神経終末には交感神経
由来の神経終末は認められないことが示された。過去において、象牙細管内の
三叉神経と交感神経の存在を関連させた報告はないが、Ibukiら】7）の報告と本
研究の結果を併せると、三叉神経は象牙細管内の象牙芽細胞突起に近接して存
在するが、交感神経は象牙細管内には存在しないと結論付けることができる。
歯髄炎における交感神経の発芽について
歯髄炎における交感神経の発芽に関しては、NPYを免疫組織化学的に染色する
ことにより歯髄におけるNPY」mmunoreactive（IR）fiberの発芽の有無につい
て検索した報告がある。Oswaldら22）は片側の上頸神経節を摘出し、非摘出側の
白歯を露髄させ8日目に両側歯髄を観察し、NRY－IR riberの発芽は認められな
かったと報告している。一方、Haugら7・21）は片側の上頸神経節を摘出すること
による歯髄への影響を検索した一連の研究の中で、歯髄炎におけるNPY－IRfiber
の発芽の有無を観察し、非摘出側の白歯において、億洞形成により歯髄炎を惹
起させ4日目に両側歯髄を観察したところNPYJR Hberの発芽は認められなか
った2■）が、露髄処置による歯髄炎では20日目に非摘出側の歯髄にのみNPY－IR
Hberの発芽が認められたと報告している7）。彼らは片側の上頚神経節摘出の影
響として、反対側の正常歯髄においてもNPYrIR fiberの増加がみられたと報告
し、また、上頸神経節摘出後においても摘出側の白歯歯髄にNPY－IR riberが観
察されたとも報告している。以前より、NPYは交感神経以外に感覚神経や副交感
神経にも含まれる可能性が報告されており＝0）、歯髄における交感神経の発芽に
ついての過去の報告日l・22）は、全て片側の交感神経節を摘出し、非摘出側の歯髄
をNPY染色にて観察するという間接的な方法を用いている。したがって、Kaug
ら7）が報告したNPY－IRfiberの発芽は、交感神経以外に副交感神経および感覚
神経も染色されている可能性や上頸神経節摘出に反応したNPY－lR fiber発芽の
可能性など、非特異的な反応の可能性が示唆される。本研究では、裔洞形成に
よる刺激以外の要因を全て取り除くため、上演神経節の摘出を行わずにWGA一冊P
順行性標識法を用いて、歯髄における交感神経の神経終末を直接的に検索した。
その結果、裔洞形成による歯髄炎において交感神経の神経終末の数に、明らか
な増加が認められた。即ち、裔洞形成による歯髄炎において、上頸神経節由来
の交感神経の発芽が生じることが明らかとなった。
交感神経と感覚神経との相互作用に関する報告として、Satoら24）は、正常な
痛覚線経はカテコラミンに対する感受性を持たず、その興奮性が交感神経活動
によって影響を受けることはないが、感覚神経の損傷によって痛覚線経の約半
数が交感神経興奮やカテコラミンに反応性を示し、その活動も大きく影響を受
けるようになる。そのため、慢性炎症ラットから記録した感覚神経では、受容
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野へのノルアドレナリン投与によって放電が増加することを報告している。本
研究結果から、宿洞形成による歯髄炎において交感神経は発芽し、交感神経終
末から分泌されるノルアドレナリンの量が増加することによって、感覚神経活
動を増強させ、痛みを修飾している可能性が示唆された。今後、歯髄炎によっ
て生じる交感神経がどのような役割を果たすのかについて検討したい。
歯髄炎における交感神経終末の分布について
光顕観察では、Haugら7・21）は片側の上頸神経節を摘出したラットにおいて、
非摘出側の裔洞形成を行った白歯歯髄の象牙芽細胞層にNPY－IR fiberの分布が
みられ、蕗髄処置を行った歯髄においては、露髄により形成された修復象牙質
に近接してNPY－IR fiberがみられたと報告している。電顕観察では、AverYら
25）は、アドレナリン作動性神経終末のマーカーとされる5－OH－DAを用いて、マ
ウス臼歯正常歯髄髄角部の象牙芽細胞基部と近接してアドレナリン作動性の神
経終末がみられたと報告している。しかしながら、炎症歯髄における交感神経
終末の電顕観察を行った報告は未だない。
本研究では、光顕観察像から正常歯髄および炎症歯髄の冠部歯髄において、
唆頭直下または膚洞形成部直下の象牙芽細胞層および象牙芽細胞下層に交感神
経が分布していることが示唆され、これまでの報告と一致していた。また、本
研究の電顕観察像から、正常歯髄および炎症歯髄の冠部歯髄において、象牙芽
細胞体に近接して交感神経は分布していたが、象牙細管内に存在する象牙芽細
胞突起には交感神経は認められなかった。さらに、炎症歯髄では修復象牙質の
形成により周囲を象牙前質に囲まれた象牙芽細胞と近接して交感神経終末が認
められた。Chiego　ら26）は、象牙質の基質コラーゲンと結合する放射性同位体
3H化合物をラットに注入し、象牙芽細胞と交感神経との関係を光顕レベルで組
織化学的に検索している。即ち、片側の上頸神経節を摘出し、1週間後に摘出側
白歯を露髄し、その後、経時的に象牙芽細胞に取り込まれた3H化合物を定量し
ている。その結果、摘出側歯髄において、象牙芽細胞と結合した3H化合物は非
摘出側と比較して増加しており、交感神経が何らかの形で象牙芽細胞に対して
抑制的に働いている可能性があることを示唆している。本研究の結果において、
象牙芽細胞層では交感神経が象牙芽細胞に近接していること、炎症歯髄の裔洞
直下の象牙芽細胞層では交感神経の数が増加していることから、裔洞形成刺激
により基質コラーゲン合成活動が活発になった象牙芽細胞に対して交感神経が
発芽することにより、交感神経が象牙芽細胞に直接作用し基質コラーゲン合成
を抑制している可能性が示唆された。
以上、本研究から、実験的に惹起された歯髄炎において、象牙芽細胞層およ
びその直下に交感神経が発芽することが明らかとなった。発芽した交感神経の
役割として、神経終末からのノルアドレナリン分泌量が増加し、感覚神経活動
を増強させ痛みを修飾している可能性、さらに象牙芽細胞に対する抑制作用の
可能性が示唆された。
また、今回の研究では、ラット白歯裔洞形成後21日目で交感神経の発芽がみ
られたが、裔洞形成後何日目から交感神経が発芽するかは解明されていない。
今後、交感神経の発芽開始時期についても検討していく必要があると思われる。
【結輪】
本研究では、WGA－HRP順行性標識法を用いて正常歯髄および裔洞形成を行った
歯髄における交感神経の動態について検索した。その結果、
1．正常歯髄において、①交感神経の分布は三叉神経の神経終末と比較し
2．
非常に少ないこと、②交感神経の神経終末は象牙芽細胞体に近接して
存在すること、③象牙細管内の象牙芽細胞突起には交感神経の神経終
末は存在しないことが示された。
裔洞形成により惹起された歯髄炎において、交感神経は象牙芽細胞層
およびその直下に発芽することが示された。
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